






























AP-1 activator protein-1 
APS ammonium persulfate 
bHLH basic helix-loop-helix 
BIS N, N’-methylene-bisacrylamide 
BSA bovine serum albumin 
cDNA complementary DNA 
C/EBPβ CCAAT/enhancer-binding protein β 
DEPC diethyl pyrocarbonate 
DMEM Dulbecco's modified Eagle medium 
DMSO dimethyl sulfoxide 
DNA deoxyribonucleic acid 
EDTA ethylenediamine-N,N,N’,N’-tetraacetic acid 
FBS fetal bovine serum 
HIF hypoxia-inducible factor 
HRP horseradish peroxidase 




mRNA messenger RNA 




pNPP p-nitrophenyl phosphate 
PCR polymerase chain reaction 
PBS phosphate-buffered saline 
PHD2 proline hydroxylase 
PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride 
RNA ribonucleic acid 
RPMI Roswell Park Memorial Institute medium 
ROS reactive oxygen species 
RT reverse transcription 
SDS sodium dodecylsulfate 
TE tris-EDTA 
TEMED N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamine 
Tris 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol 
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・Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) 
Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) は、IL-7 様のサイトカインであり、アレルギー
炎症のマスタースイッチと呼ばれている [1]。TSLP は B lymphocyte (B 細胞) の増殖や
分化を誘導する因子として胸腺の stromal 細胞株で確認された [2]。しかし、その後、
TSLP は atopic dermatitis (AD) や bronchial asthma の病変部位で高発現していることも
報告された [3, 4]。TSLP はその後、アレルギー疾患だけでなく、がん [5]、皮膚線維症 
[6]、乾癬 [7] においても関与が示唆されている。このサイトカインは AD や bronchial 
asthma の病変部位の特に上皮細胞で高発現している。またマウスの実験モデルにおい





TSLP は樹状細胞にある TSLP 受容体 (TSLPR) に作用することで Th2 型免疫反応
を促進する [9]。このことから、TSLP は Th2 型免疫反応優位な免疫応答を誘導する重
要なサイトカインとして、近年着目されている [10]。TSLP によって活性化した樹状細
胞は OX40L を発現し、 naïve CD4 陽性 T 細胞の炎症性 Th2 型細胞への分化を促進
し、IL-4、IL-5、IL-13 などのサイトカインを放出してアレルギーの増悪化に寄与する 
[11]。さらに最近では、Th17 型の疾患である psoriasis の病変部位においても、TSLP は
高発現しており、活性化 T 細胞表面にある CD40L との共刺激により DC から Th17 
サイトカインである IL-23 の産生を誘導し、psoriasis の病態に関与しているという報




導し、皮膚の線維化に関与することも示唆されている [13, 14]。以上の報告から、TSLP 
の産生機構を解明することは TSLP による AD や psoriasis などの様々な皮膚疾患の
病態解明、さらには治療薬を開発する上での重要な所見となる。TSLP が樹状細胞上の 
TSLPR に結合することで JAK/STAT シグナルを介して、樹状細胞は活性化し、前述の
ようなアレルギー反応を誘導する。そこで現在は AD 治療薬として JAK1 阻害薬のア
ブロシチニブが臨床応用されている [15]。また、ヒト抗 TSLP モノクローナル抗体の
テゼペルマブも bronchial asthma の治療薬として臨床応用されていて、後期第 2 相臨
床試験まで進んでいる。この薬は特異的にヒト TSLP に結合し、その受容体への結合に
よって発現する作用を阻害する [16]。しかし、AD に対しては TSLP 抗体の効果が弱
いことが示唆されており、低分子の TSLP 産生抑制薬の開発が求められる。 
 
・TSLP 産生誘導機構 
TSLP の産生は TNF-α などの炎症性サイトカイン [17] や卵白アレルゲン (OVA)、
タンパク質分解酵素のパパイン [9]、プロテアーゼ活性化受容体、Toll 様受容体、さら
にはジブチルフタレートなどの有機化合物 [18] など、様々な刺激によって誘導される。




TSLP 産生を誘導していることも報告されている [20]。さらにはビタミン D 受容体 
[21] およびレチノイン酸受容体 [22] を含む核内受容体もまたマウスにおける TSLP 
の発現を上昇させる。当研究室において、マウスを用いた Lipopolysaccharide (LPS、TLR4 




表皮ケラチノサイト細胞株 PAM212 細胞においては、LPS 単独では TSLP 産生を誘導
しないが、TNF-α と同時に刺激することで TSLP 産生が増強されることを発見してい
る [23]。このことから、TNF-α は TSLP 産生を誘導する炎症性サイトカインであると
推測される。当研究室において、他に TSLP を恒常的に産生する細胞としてマウス表皮






TSLP が産生される表皮は一般的に低酸素状態にある。化合物の EF-5 (2-nitroimidazole) 
を用いて表皮における低酸素状態をモニターした結果、ヒトの上皮における酸素濃度は、
0.5-5% であると報告されている [25]。一方で真皮や心臓や腎臓には血管が存在するた













PHD による HIF-α の水酸化は阻害される。また PHD を阻害することで低酸素環境と
類似の反応を誘導する擬似低酸素誘導剤として本研究では PHD 阻害薬の DMOG、塩
化ニッケルおよび塩化コバルトを用いているが、それぞれの作用機序は異なる。PHD の
活性にはアスコルビン酸、2-オキソグルタル酸が重要であるが [27]、DMOG は 2-オキ
ソグルタル酸、塩化ニッケルおよび塩化コバルトはアスコルビン酸の細胞内への取り込
みを抑制することで PHD を阻害する。その結果、HIF-α は安定化し、HIF-β とヘテロ
二量体を形成する。その後、HIF は低酸素応答配列 (HRE) への結合を介してフィラグ
リンや血管内皮細胞増殖因子 (VEGF) や炎症性サイトカイン IL-8 等、様々なタンパク




・低酸素誘導因子 HIF-1α と HIF-2α による遺伝子発現制御 
さらに、ヒト乳がん細胞株  MCF-7 細胞において  5′-GACATG-3′ [31] および  5′-
AAACAGGA-3′ [32] が HRE として同定され、HIF がこの HRE に結合することで 
Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI、組織因子経路インヒビター) のようないくつかの
タンパクの発現を抑制することが報告されている。すなわち、低酸素状態で活性化され
る HIF-α はタンパク発現に多様に関与している。HIF には HIF-1α および HIF-2α が
存在し、HIF-1β とヘテロ二量体を形成する。そして HRE と呼ばれる DNA 配列の結
合することが報告されている [33]。また HIF-1α と HIF-2α は密接な関連遺伝子であり、
48% のアミノ酸配列の同一性を有し、プロモーター領域の DNA の結合に関与する 
basic Helix-Loop-Helix (bHLH) ドメインに 83% の同一性を有する。 







 本研究では、低酸素状態での TSLP の発現制御機構の解明を目的とした。ヒト表皮ケ
ラチノサイト細胞株 HaCaT 細胞とマウス表皮ケラチノサイト細胞株 PAM212 細胞や 










HaCaT 細胞 Dr. N.E. Fusenig, German 
Cancer Research Center より
供与 
PAM212 細胞 Dr. Yuspa, National Institutes 
of Health より供与 
 
2-2. 薬物 
Cobalt (II) chloride (CoCl2) 和光純薬工業株式会社 
Magnesium (II) chloride (MgCl2) 和光純薬工業株式会社 
Nickel (II) chloride hexahydrate (NiCl2・6H2O) 和光純薬工業株式会社 
PX-478 HCl Medkoo biosciences 
Dimethyloxalylglycine (DMOG) Sigma Aldrich 
Recombinant Human TNF-α Pepro Tech 






Acetic acid 和光純薬工業株式会社 
Acrylamide 和光純薬工業株式会社 
Amersham Hybond™ ECL (ニトロセルロース膜) GE Healthcare 
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2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol (Tris) 和光純薬工業株式会社 
Ammonium persulfate (APS) 和光純薬工業株式会社 
Ampicillin sodium 和光純薬工業株式会社 
Block Ace DS ファーマバイオメディ
カル株式会社 
Bovine serum albumin (BSA) Sigma-Aldrich 
Bromophenol blue 和光純薬工業株式会社 
Calf serum (CS) ICN Biomedicals 
Chloroform (CHCl3) 和光純薬工業株式会社 
DAPI 同仁化学研究所 
Diethyl pyrocarbonate (DEPC) Sigma-Aldrich 
Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM) 日水製薬株式会社 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) 和光純薬工業株式会社 
Disodium hydrogen phosphate 12-water (Na2HPO4・12H2O) 和光純薬工業株式会社 
Ethanol 和光純薬工業株式会社 
Ethylenediamine-N,N,N’,N’-tetraacetic acid, disodium salt, dihydrate (EDTA・2Na・2H2O)  
 同仁化学研究所 
Fetal bovine serum (FBS) Equitech-Bio, Inc. 
Glycerol 和光純薬工業株式会社 
Glycine 和光純薬工業株式会社 
L (+)-Glutamine 和光純薬工業株式会社 
Hydrochloric acid (HCl) 和光純薬工業株式会社 





L-Lactate dehydrogenase Roche 
Leupeptin Sigma-Aldrich 
2-Mercaptoethanol (2-ME) 和光純薬工業株式会社 
Methanol 和光純薬工業株式会社 
N, N’-Methylene-bisacrylamide (BIS) 和光純薬工業株式会社 
p-Nitrophenyl phosphate (pNPP) Sigma-Aldrich 
Opti-MEM Thermo Fisher Scientific 
Penicillin G potassium 明治製菓株式会社 
Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 和光純薬工業株式会社 
Phosphoric acid (H3PO4) 和光純薬工業株式会社 
Polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate (Tween® 20) 和光純薬工業株式会社 
Ponceau S Sigma-Aldrich 
Potassium chloride (KCl) 和光純薬工業株式会社 




Recombinant Human HSP90 beta Protein StressMarq Biosciences Inc. 
RNAiso Plus タカラバイオ株式会社 
Sodium carboxymethylcellulose (CMC-Na) 第一工業製薬株式会社 
Sodium chloride (NaCl) 和光純薬工業株式会社 
Sodium Dihydrogenphosphate Dihydrate (NaH2PO4・2H2O) 和光純薬工業株式会社 
Sodium dodecylsulfate (SDS) 和光純薬工業株式会社 
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Sodium fluoride (NaF) 和光純薬工業株式会社 
Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3) 和光純薬工業株式会社 
Sodium hydroxide (NaOH) 和光純薬工業株式会社 
Sodium orthovanadate (Na3VO4) Sigma-Aldrich 
Streptomycin sulfate 明治製菓株式会社 
N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamine (TEMED) 和光純薬工業株式会社 
Triton X-100 和光純薬工業株式会社 
Thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) Sigma-Aldrich 
Tryptone Becton, Dickinson and 
Company 
















































Reverse: 5´- ACTGTTAGTGACCTGACTACC-3´ 
 
2-5. プラスミド 
TSLP reporter plasmid 理化学研究所 玉利 真
由美 博士より供与 
Hypoxia-Response Element (HRE) reporter plasmid Promega 
Cytomegalovirus (CMV) reporter plasmid Promega 




Goat anti-actin polyclonal antibody [1:1000] Santa Cruz Biotechnology 
Rabbit anti HIF-1α antibody [1:200] Santa Cruz Biotechnology 






Biotinylated anti-Rabbit IgG [1:2000] Vector Laboratories 
Biotinylated anti-Goat IgG [1:2000] Vector Laboratories 
HRP conjugated anti-rabbit IgG antibody [1:5000] Cell Signaling Technology 
 
各抗体液は [] 内の希釈倍率に従って、1% BSA-TBST 溶液中に希釈して使用した。  
 
2-7. キット 
Dual-Luciferase® Reporter Assay System Promega 
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit Sigma-Aldrich 
KOD -Plus- Mutagenesis Kit 東洋紡績株式会社 
PrimeScript® RT Master Mix (Perfect Real Time) タカラバイオ株式会社 
SYBR® Premix Ex TaqTM II (Tli RNaseH Plus) タカラバイオ株式会社 
Western blotting Detection Reagent GE Healthcare 
X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent Roche Diagnostics 
 
2-8. 実験動物 











・Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 
 
DMEM 4.75 g 
Streptomycin sulfate 25 mg 
Penicillin G potassium 9 mg 
L-Glutamine 0.292 g 
NaHCO3 0.75 ml 
MilliQ water 500 ml 
DMEM を MilliQ water 500 ml に溶解した後、オートクレーブで高圧蒸気滅菌処理 
(121℃, 15 min) した。その後、他の試薬を 高圧蒸気滅菌処理した DMEM の一部に溶
解し、pore size 0.22 µm の membrane filter (Millipore) で濾過滅菌した。 
 
・10% FBS-DMEM 
FBS 1 ml 






MEM-α  5.085 g 
NaHCO3 1.10 g 
MilliQ water 500 ml 
5M HCl を加えて pH 7.0 に調整後、50 mg/ml の Streptomycin sulfate、18 mg/ml の 




FBS 1 ml 
MEM-α 9 µl 
 使用直前に作製した。 
 
・KGM-GoldTM Keratinocyte Growth Medium (KGM) 
KBM-GoldTM Keratinocyte Basal Medium (Lonza) に KGM-GoldTM Keratinocyte Growth 
Medium SingleQuotsTM Supplements and Growth Factors (Lonza) の  transferrin 0.5 ml、
epinephrine 0.25 ml、GA-1000 0.5 ml、insulin 0.5 ml を添加因子として加え、KGM (-) と
した。Hydrocortisone 0.5 ml、rhEGF 0.5 ml、insulin 0.5 ml を分注して -80℃ で保存し、
使用直前に KGM (-) に加えた。 
 
・FBS、CS 





・10 × Phosphate buffered saline (10 × PBS)  
NaCl 40 g 
Na2HPO4・12H2O 14.5 g 
KCl 1 g 
KH2PO4 1 g 
MilliQ water 500 ml 
 調製後、121℃ で 15 分間、オートクレーブで高圧蒸気滅菌処理した。 
 
・1 × PBS 




EDTA・2Na・2H2O 2 g 
MilliQ water 100 ml 
 NaOH を用いて、pH 7.4 に調整後、121℃ で 15 分間、オートクレーブで高圧蒸気滅
菌処理した。 
 
・0.02% EDTA, 0.25% Trypsin 含有 PBS 
2% EDTA (pH 7.4) 0.5 ml 
2.5% Trypsin 5 ml 





3-2. Quantitative real-time PCR 法関連試薬の調製 
・DEPC 処理水 
DEPC 1 ml 
MilliQ water 1000 ml 




Ethanol 15 ml 
DEPC 処理水 5 ml 
 
・1 M Tris (pH 8.0)  
Tris 6.06 g 
i.e. water 50 ml 
 Tris を i.e. water に添加後、5M HCl 水溶液を用いて pH 8.0 に調整した。 
 
・0.5 M EDTA (pH 8.0) 
EDTA・2Na・2H2O 9.31 g 
i.e. water 50 ml 





・100 mM Tris, 10 mM EDTA (10 × TE, pH 8.0) 
1 M Tris (pH 8.0) 10 ml 
0.5 M EDTA (pH 8.0) 2 ml 
MilliQ water 500 ml 
 1 M Tris と 0.5 M EDTA を MilliQ water に添加後、よく混合し、オートクレーブで 
121 ℃ で 15 分間、高圧蒸気滅菌処理した。 
 
・1 × TE (pH 8.0) 
10×TE 10 ml 
i.e. water 90 ml 
 10 × TE を i.e. water に添加後、よく混合した。 
 
3-3. Western blotting 法関連試薬の調製 
 
・0.8% methylene bis acrylamide, 30% acrylamide (Solution A) 
Acrylamide  30 g 
BIS 0.8 g 
MilliQ water 100 ml 
 
・1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) (Solution B) 
Tris 18.2 g 
MilliQ water 100 ml 




・10% SDS (Solution C) 
SDS 10 g 
MilliQ water 100 ml 
 SDS を MilliQ water に添加後、よく混合し、室温で保存した。 
 
・0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) (Solution D) 
Tris 6.1 g 
MilliQ water 100 ml 
 5 M HCl 水溶液を用いて、pH 6.8 に調整して使用した。 
 
・APS (10%) 
APS (Ammonium Per Sulfate) 0.1 g 
MilliQ water 1 ml 
 
・8% 分離ゲル 
Solution A 2.65 ml 
Solution B 2.5 ml 
Solution C 0.1 ml 
D2W 4.65 ml 
APS 100 µl 






Solution A 0.65 ml 
Solution C 17 µl 
Solution D 1.25 ml 
D2W 3.05 ml 
APS 25 µl 
TEMED 5 µl 
 
・Lysis buffer (stock) 
HEPES 2.383 g 
Triton X-100 5 ml 
Glycerol 50 ml 
EDTA・2Na・2H2O 0.186 g 
MilliQ water 500 ml 
 
・Lysis buffer (working) 
Lysis buffer  1 ml 
NaF (1 M in MilliQ water) 50 µl 
p-NPP (250 mM in MilliQ water) 10 µl 
PMSF (1 mg/ml in isopropanol) 10 µl 
Na3VO4 (100 mM in MilliQ water) 10 µl 





・5 × Sample buffer 
濃縮ゲル用 buffer 7.8 ml 
SDS 3 g 
Glycerol 10 ml 
2-Mercaptoethanol (2-ME) 5 ml 
Bromophenol blue 1.5 mg 
 
・1 × Sample buffer 
5 × Sample buffer 200 µl 
Lysis buffer (working) 800 µl 
 
・10 × Running buffer 
Tris 30 g 
SDS 10 g 
Glycine 142.5 g 
MilliQ water 1 L 
 i.e. water で 10 倍希釈して使用した。 
 
・10 × Ponceau S 溶液 
Ponceau S 2 g 
Acetic acid 100 ml 
MilliQ water 500 ml 




・5 × Transfer buffer 
Tris 15.14 g 
Glycine 72.07 g 
MilliQ water 1 L 
 5 M HCl 水溶液を用いて、pH 8.3 に調整した。 
 
・1 × Transfer buffer 
5 × Transfer buffer 500 ml 
Methanol 500 ml 
MilliQ water 1.5 L 
  
・10 × TTBS (Tween® 20/Tris-buffered saline) 
Tris 96.92 g 
NaCl 350.64 g 
MilliQ water 2 L 
 5 M HCl 水溶液を用いて、pH 7.5 に調整した後、Tween® 20 を 20 ml 添加した。そ
の後、MilliQ water で 10 倍希釈して使用した。 
 
・1% (w/v) BSA-TTBS 溶液 
BSA 1 g 






Vectastin ABC-HRP kit A 液 1 滴 
Vectastin ABC-HRP kit B 液 1 滴 




・100 mg/ml Ampicillin  
Ampicillin sodium 100 mg 
MilliQ water 1 ml 
 調製後、pore size 0.2 µm の membrane filter (東洋濾紙株式会社) で濾過滅菌した。 
 
・LB-ampicillin-medium 
NaCl 2.5 g 
Yeast extract 2.5 g 
Tryptone 5.0 µl 
MilliQ water 500 ml 
 調製後、121℃ で 15 分間、オートクレーブで高圧蒸気滅菌処理した。使用直前に、





NaCl 0.5 g 
Yeast extract 0.5 g 
Tryptone 1.0 g 
Agar 1.5 g 
MilliQ water 100 ml 
 調製後、121℃ で 15 分間、オートクレーブで高圧蒸気滅菌処理した。45-55℃ 程度
まで冷えたら 100 µl の 100 mg/ml ampicillin を添加して混和し、100 mm dish (Greiner 
bio-one) に 15 ml ずつ入れて固めた。 
 
・60% Glycerol 
Glycerol 60 ml 
MilliQ water 40 ml 
調製後、121℃ で 15 分間、オートクレーブで高圧蒸気滅菌処理した。 
 
3-5. 空気嚢型炎症モデル関連試薬の調製 
・2% CMC-Na 溶液 
CMC-Na 6 g 
生理食塩水 300 ml 
あらかじめ 250℃ で 30 分間、マイヤーを乾熱滅菌する。その後、マイヤー中でよ
く撹拌して溶解した後、オートクレーブ滅菌した。室温まで冷えてから、streptomycin 








4-1-1. HaCaT 細胞の継代 
 HaCaT 細胞を 10% FBS 含有 DMEM に懸濁して、10 cm dish に播種し、5% CO2 存
在下、37℃、飽湿で培養した。細胞が dish の約 60-80% 占めるまで増殖したところで
アスピレーターを用いて培養上清を除き、PBS-EDTA で細胞を 2 回洗浄した。その後、
2 ml の 0.02% EDTA、0.25% trypsin 含有 PBS を dish に添加し、5% CO2 存在下、37℃、
飽湿で 15-20 分間培養し細胞を浮遊させた。直ちに細胞浮遊液を 8 ml の PBS-EDTA 
を用いて回収し、2 ml の CS を入れた 50 ml のファルコンチューブに加えた (A)。得
られた細胞浮遊液 (A) を 1200 rpm で約 2 分間遠心した後、その上清をデカントで除
き、10 ml の DMEM を添加し、細胞懸濁液を調整した。適量を新しい 10 cm dish に添
加し、全体として 10 ml の 10% (v/v) FBS 含有 DMEM となるように調整して、再び 
5% CO2 存在下、37 ℃、飽湿で培養した。 
 
4-1-2. PAM212 細胞の継代 
PAM212 細胞を 10% FBS 含有 MEM-α に懸濁して、10 cm dish に播種し、5% CO2 
存在下、37℃、飽湿で培養した。細胞が dish の約 60-80% 占めるまで増殖したところ
でアスピレーターを用いて培養上清を除き、PBS-EDTA で細胞を 2 回洗浄した。その
後、2 ml の 0.02% EDTA、0.25% trypsin 含有 PBS を dish に添加し、5% CO2 存在下、
37℃、飽湿で 15-20 分間培養し細胞を浮遊させた。直ちに細胞浮遊液を 8 ml の PBS-
EDTA を用いて回収し、2 ml の CS を入れた 50 ml のファルコンチューブに加えた 
(B)。得られた細胞浮遊液 (B) を 1200 rpm で約 2 分間遠心した後、その上清をデカン
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トで除き、10 ml の MEM-α を添加し、細胞懸濁液を調整した。適量を新しい 10 cm dish 
に添加し、全体として 10 ml の 10% (v/v) FBS 含有 MEM-α となるように調整して、
再び 5% CO2 存在下、37 ℃、飽湿で培養した。 
 
4-1-3. 細胞の播種 
 4-1-1 で得られた HaCaT 細胞の懸濁液 (A) を 1200 rpm で約 2 分間遠心した後、
その上清をデカントで除き、5 ml の KGM を添加し細胞懸濁液を調製した。細胞懸濁
液中の細胞数を血球計算盤で測定し、0.7 × 105 cells/ml となるように KGM で細胞懸濁
液を希釈した。これを 48-well plate (Thermo) に 250 µl/well、24-well plate (Thermo) に 




4-1-4. PAM212 細胞の播種 
 4-1-2 で得られた PAM212 細胞の懸濁液 (B) を 1200 rpm で約 2 分間遠心した後、
その上清をデカントで除き、5 ml の MEM-α を添加し細胞懸濁液を調製した。細胞懸
濁液中の細胞数を血球計算盤で測定し、0.7 × 105 cells/ml となるように MEM-α で細胞
懸濁液を希釈した。これを 24-well plate に 500 µl/well 播種した。2 日後、培養上清を
アスピレーターで取り除き、MEM-α へとメディウムチェンジし、1 日培養した。 
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4-1-5. HaCaT 細胞への低酸素および薬物刺激 
 HaCaT 細胞は低酸素状態 (1% O2, 5% CO2, and 94% N2 存在下) または正常酸素状態 
(5% CO2, 95% 大気中存在下) で任意の時間培養する、または塩化ニッケル、塩化コバ
ルトそして DMOG で前処置し、recombinant human TNF-α (100 ng/ml) で刺激した。 
 
4-1-6. PAM212 細胞への薬物刺激 
PAM212 細胞は塩化ニッケル、塩化コバルトで前処置し、recombinant murine TNF-α 




4-2. Quantitative real-time PCR 法 
 
4-2-1. Total RNA の抽出 
 0.7 × 105 cells/ml で 24-well plate に播種し、任意の時間において低酸素または薬物刺
激した細胞から、氷上で培養液をアスピレーターで取り除き、細胞を PBS 500 µl/well 
で 2回洗浄し、RNAiso Plus を 300 µl/well 添加して全体に馴染ませた。その細胞溶解
液をエッペンチューブに回収した後、CHCl3 60 µl/tube を添加し、チューブの蓋をして
乳白状になるまでよく振り混ぜた。その後、4℃、12,000 × g で 15 分間遠心分離を行
い、上層の水相 80 µl を新しいエッペンチューブに移した。回収した水相に、isopropanol 
150 µl/tube を加えてよく混合し、氷上で 10 分間静置した後、4℃、12,000 × g で 15 分
間遠心分離を行った。その後、上清を取り除き、75% ethanol 300 µl/tube を添加し、4℃、
7500 × g で 15 分間遠心分離を行った。遠心後、上清を取り除き、数分間乾燥後、5 µl/tube 
の DEPC 処理水で溶解した。このように調製した total RNA sample は -80℃ で保存し
た。 
 
4-2-2. Reverse transcription (RT) 
 本操作は PrimeScript® RT Master Mix (Perfect Real Time) を用いて付属のプロトコール
に準じて行った。 4-3-1. で抽出した  total RNA の溶液の濃度を  NanoDrop® 
spectrophotometer ND-2000 (Thermo fisher Scientific) を用いて測定を行った。DEPC 処理
水で 50-70 ng/µl に希釈した total RNA 溶液 4 µl を PCR tube (ワトソン株式会社) に
取り、PrimeScript® RT Master Mix (Perfect Real Time) を 1 µl/tube 加えて全量を 5 µl と
した。スピンダウン後、PCR thermal Cycler Dice® Gradient (タカラバイオ) を用いて RT 





37°C 85°C 4°C 
15 min 5 sec ∞ 
 
4-2-3. Quantitative Real-time PCR 
 本操作は SYBR® Premix EX TaqTM Ⅱ (Tli RNaseH Plus), Bulk を用いて付属のプロトコ
ールに準じて行った。始めに PCR 反応溶液を調製し、PCR tube (日本ジェネティクス
株式会社) に 7.3 µl/tube 分注した。そこに 4-3-2. で得られた cDNA 溶液を 2.5 µl/tube 
添加し、スピンダウン後、Thermal Cycler DiceTM Real Time System (タカラバイオ) を用
いて PCR 反応を行った。PCR 反応条件は以下の通りである。 
 
Hold 3 Step PCR Dissociation 
95°C 95°C 60°C 72℃ 95°C 60°C 95°C 
2 min 5 sec 30 sec 30 sec 15 sec 30 sec 15 sec 
 40 cycle    
 
4-2-4. 解析 
 各 sample の threshold (Ct) 値は second derivative maximum 法により算出し、相対的
検量線を作成して各遺伝子の PCR 反応条件は増幅効率が 100% に近いことを確認し




4-3. Western blotting 法 
 
4-3-1. Western blotting 用 sample の調製 
 以下の操作は氷上で行った。0.7 × 105 cells/ml で 12-well plate に播種し、任意の時間
低酸素または薬物刺激した細胞を、氷冷した PBS で 2 回洗浄した後、1 × Sample buffer 
を 80 µl/well 添加し、1.5 ml エッペンチューブに回収した。その後、ヒートブロック上
で 95 ℃、5 分間の熱処理を行った。Sample は -20 ℃で保存した。 
 
4-3-2. Western blotting 
 4-3-1. で得られた Sample を 8% のポリアクリルアミドゲルに 20 µl アプライし、
126 V の定電圧と 150 mA の定電流で電気泳動を行った。電気泳動終了後、ポリアクリ
ルアミドゲルをトランスバッファーに浸して、セミドライ型ブロッティング装置 (Bio-
Rad) を用いてゲル 1 枚あたり 50 V の定電圧と 120 mA の定電流で 80 分間ニトロ
セルロース膜にブロッティングした。ブロッティング終了後、5 分間 TTBS で洗浄し、
ニトロセルロース膜を Block Ace に室温で 2 時間浸してブロッキングを行った後、
TTBS で 5 分洗浄した。洗浄後、1% BSA-TBST で希釈した 1 次抗体に浸して、4℃、
over night で反応させた。その反応終了後、TTBS で 5 分洗浄を 5 回行った。2 次抗
体として、1% BSA-TBST で希釈したビオチン化 2 次抗体あるいは HRP 標識 2 次抗
体を用いて、4℃ で 4 時間浸し反応させた。その反応終了後、TTBS で 5 分洗浄を 5 
回行った。洗浄後、ABC 溶液に浸して室温で 30 分間浸して、TTBS で 5 分洗浄した。
その後、AmershamTM ECLTM Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare) により発






4-4. MTT assay 法 
 TNF-α で刺激後、培地を KGM (250 µl/well) に交換し、MTT (25 µl/well) を添加した。
4 時間後、培地を取り除き、DMSO (250 µl/well) を添加し難溶性のホルマザン色素を溶
解した。測定は 595 nm での吸光度を測定した。 
 
4-5. Luciferase assay のためのレポータープラスミドの構築 
 本研究には TSLP のプロモーター領域 -4102 から +185 bp を含む TSLP promoter 
reporter plasmid を使用した。TSLP のプロモーター領域の欠損には  KOD -Plus- 
Mutagenesis Kit (TOYOBO) を用いた。使用したプライマーは以下の通りである。 
 





















4-6. Dual luciferase reporter assay 
4-6-1. Transfection 
 本操作は X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent (Roche) を用いて付属のプロト
コルに準じて行った。まず始めに、HaCaT 細胞を KGM 中に 0.7 × 105 cells/ml となる
ように懸濁し、24 well plate へ播種した。その 2 日後、培地をアスピレーターで取り除
き、EGF、BPE、ヒドロコルチゾン非添加の KGM にメディウムチェンジし、Deleted TSLP 
promoter reporter plasmid (250 ng/well) 又は HRE reporter plasmid (250 ng/well) を CMV 
(10 ng/well) 又は  TK (50 ng/well) reporter plasmid と共に、X-tremeGENE HP DNA 
Transfection Reagent (Roche) を用いて 24 時間トランスフェクションした。 
 
4-6-2. HaCaT 細胞の刺激および回収 
 4-4-1. に記載した方法で transfection した HaCaT 細胞を低酸素環境および DMOG、
NiCl2 そして CoCl2 で 8 時間培養した。回収する際は、アスピレーターを用いて培地
を取り除き、500 µl の PBS で 2回洗浄した。その後、1 × Passive Lysis Buffer を 100 
µl/well 添加し 30 分振盪させ細胞を溶解した。このライセートを Luciferase activity の
測定に用いた。 
 
4-6-3. Luciferase activity の測定 
 本操作は Dual-Luciferase® Reporter Assay Sysmem (Promega) を用いて付属の Firefly 
および Renilla luciferase 活性を測定した。測定は製造元のプロトコルに準じて実施した。 
測定用チューブに Luciferase assay reagent Ⅱ (LAR Ⅱ) を 50 µl/tube を加え、4-6-2. に記
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載した方法で得られたライセ―トを 10 µl/tube 添加してピペッティングした後、直ぐに 
AB-2200-R Luminescencer PSN (アトー株式会社) で 10 秒間の Firefly luciferase 発光積
分値を測定した。その後、Stop & Glo reagent を 50 µl/tube 加えてピペッティングした
後、10 秒間の Renilla luciferase 発光積分値を測定した。 
 
4-7. ELISA 法 
4-7-1. サンプル回収 
 96-well plate もしくは 24-well plate に播種し、任意の時間処置した培養上清をサンプ
ルとして回収し、-20℃ で保存した。 
 
4-7-2. Mouse TSLP ELISA 
 本操作は Mouse TSLP DuoSet® ELISA (R&D Systems) を用いて付属のプロコールに
準じて操作を行った。サンプルは、必要に応じて Reagent diluent を用いて希釈を行い
測定した。 
 
4-8. マウス LPS 誘発空気嚢型炎症モデルの作製 
4-8-1. LPS を含んだ CMC-Na 溶液の調製 
 あらかじめ 250℃ で 30 分間、マイヤーを乾熱滅菌する。その後、オートクレーブ
した 2% CMC-Na 溶液を適当量分注し、LPS (2 µg/ml in saline) および DMOG (60 mM 





 イソフルラン麻酔下でマウス背部の毛を剃り、背部皮下に空気 4 ml を注射して空気
嚢を作製した。さらに 6 日後、空気嚢内に空気 2 ml を注入し、その翌日に LPS を含
む 2% CMC-Na 溶液 2 ml を注射することにより空気嚢型炎症を惹起した。 
 
4-8-3. 空気嚢からの滲出液の回収と滲出液量の測定 






4-8-4. 浸潤白血球数の測定と ELISA 用 sample の回収 
 4-8-3. で採取した滲出液を生理食塩水で 2 倍希釈し、よく混ぜ合わせた。その後、
その溶液の一部を生理食塩水でさらに 10 倍希釈し、細胞数測定用 sample とした。ま
た、残りの溶液を 4℃、1490 × g で 10 分間遠心し、その際の上清を ELISA 用 sample 
として -20℃ で保管した。細胞数測定用 sample の細胞数を血球計算盤で算定し、
ELISA 用 sample のサイトカイン濃度を ELISA 法により測定した。その後、滲出液量
を乗じることで、空気嚢内の浸潤細胞数およびサイトカイン産生量を算出した。 
 
4-8-5. 空気嚢の組織からの mRNA の抽出 
 空気嚢壁の皮膚を約 30 mg/sample 切り取り、氷上で RNAiso 500 µL/sample を加え、
ビーズを入れ、precells 24 (Bertin Technologies) を用いて 5,000 rpm、30 秒のホモジネー
トを 5 回行った。ホモジネート後の溶液を 4℃、12,000 × g で 5 分間遠心分離を行い、
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全てのデータは平均値  ± 標準誤差  (SEM) で示した。2 群間の有意差検定は 
Student’s t-test を用いた。多群間の有意差検定は  Bonferroni, Dunnett’s test および 







 HaCaT 細胞を TNF-α (100 ng/ml) で刺激すると、2 時間後に TSLP mRNA の発現が
誘導された。TSLP mRNA レベルに対する低酸素の効果を分析するために、HaCaT 細胞
を任意の時間、低酸素 (1% O2) または酸素定常状態で培養し、細胞をそれぞれの酸素
状態下で TNF-α で 2 時間刺激した。Fig. 1A-B および D に示すように、低酸素処置
は TSLP mRNA 発現を有意に減少した。対照的に、VEGF-A、TNF-α、IL-6、MCP-1 お
よび IL-8 の mRNA レベルは低酸素処置によって維持、またはむしろ増加した (Fig. 







Figure 1. Hypoxia selectively inhibits TNF-α-induced TSLP expression.  
HaCaT cells were pretreated under a hypoxic condition (1% O2) for 8 h or indicated time and then 
stimulated with TNF-α (100 ng/ml) for 2 h. The mRNA levels for TSLP (A, B and D), VEGF-A 
(C), TNF-α (E), IL-6 (F), MCP-1 (G) and IL-8 (H) were deter-mined by real time PCR. Data are 
indicated as means ± SEM from 3 samples. Statistical significance: * p < 0.05, ** p < 0.01 vs. 





5-2. TNF-α 刺激による TSLP 発現に対する塩化ニッケルおよび塩化コバル
トの効果 
 低酸素処置が TNF-α 刺激による TSLP 発現を阻害する分子メカニズムを明らかに
するために塩化ニッケル (NiCl2) と塩化コバルト (CoCl2) を用いて低酸素状態を模倣
した状態を誘導した。HaCaT 細胞における TNF-α 刺激による TSLP mRNA 発現は、
1 mM の NiCl2 および CoCl2 によって阻害されたが、1 mM の MgCl2 によっては阻害
されなかった。この時の MgCl2 は二価陽イオンのコントロールとして使用した (Fig. 
2A)。低酸素の影響下で得られた結果と同様に、NiCl2 および CoCl2 は TNF-α 刺激によ
る IL-8 発現を上昇させた (Fig. 2B)。さらに、NiCl2 および CoCl2 の TSLP 発現の阻害
効果は、8 時間まで細胞生存率に影響を与えることなく (Fig. 2C and 2D)、濃度依存的
に増加した (Fig. 2E and 2F)。そして同様の結果がマウスケラチノサイト細胞株 PAM212 
細胞でも得られた。すなわち、NiCl2 および CoCl2 は、TNF-α 刺激による TSLP 発現
の増加を有意に減少した (Fig. 2G left panel)。また、NiCl2 と CoCl2 の両方が VEGF の
発現を誘導し、これらの化学物質が用いた濃度で低酸素応答を起こしたことが示唆され






Figure 2. NiCl2 and CoCl2 inhibit TNF-α-induced TSLP expression. 
(A and B) HaCaT cells were pretreated with NiCl2, CoCl2 and MgCl2 (1 mM) for 24 h and 
stimulated with TNF-α (100 ng/ml) for 2 h. The expression of mRNAs for TSLP (A) and IL-8 (B) 
were determined. (C, D) HaCaT cells were pretreated for 8 h with NiCl2 and CoCl2 (1 mM) for 0, 
1, 2, 4, 8, 24 h and then stimulated with TNF-α (100 ng/ml) for 2 h. The expression of TSLP 
mRNA was determined (left panels). Cytotoxic effects by NiCl2 and CoCl2 were evaluated by 
MTT assay (right panels). (E and F) HaCaT cells were pretreated by NiCl2 (E) or CoCl2 (F) at the 
concentrations of 0.1, 0.3 and 1 mM for 8 h and stimulated by TNF-α (100 ng/ml) for 2 h. (G) 
PAM212 cells were pretreated by NiCl2 and CoCl2 (1 mM) for 8 h and stimulated with mouse 
TNF-α (100 ng/ml) for 2 h. The levels of mRNA for TSLP (left panel) and VEGF (right panel) 
were determined. Data are indicated as means ± SEM from 3 samples. Statistical significance: * 





5-3. TNF-α 刺激による TSLP 産生に対する塩化ニッケルの効果 
塩化ニッケルによる TSLP 産生抑制効果について、タンパクレベルで解析したとこ
ろ、PAM212 細胞において塩化ニッケルは細胞毒性を示すことなく、TNF-α 刺激による




Figure 3. NiCl2 inhibits TNF-α-induced TSLP production. 
(A and B) PAM212 cells were incubated for 24 h in medium containing TNF-α in the presence or 
absence of NiCl2 at the indicated concentrations. The concentrations of TSLP in the medium (A, 
left, and B) were determined by Enzyme-linked immunoassay (ELISA) and cell viability (A, 
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right) was determined by the MTT assay. Data are indicated as means ± SEM from 4 samples. 





5-4. TNF-α 刺激による TSLP 発現に対する DMOG の効果 
 低酸素環境および塩化ニッケルや塩化コバルト処置による TSLP の発現抑制作用が 
PHD の阻害により起こるのかどうかを明らかにするために、PHD を含む 2-オキソグ
ルタル酸依存性酵素の阻害剤である DMOG の効果を調べた。Fig. 4A に示すように、
DMOG は生存率に影響を与えることなく、NiCl2 と同程度に TSLP 発現を抑制した 
(Fig. 4B)。さらに、DMOG と NiCl2 の両方がフィラグリンの発現を増加させた (Fig. 4C)
ことから、これらの処置が PHD の阻害と HIF 依存的な経路の活性化をもたらしてい





Figure 4. DMOG inhibits TNF-α-induced TSLP expression. 
(A to C) HaCaT cells were pretreated with NiCl2 (1 mM) and DMOG (1 mM) for 8 h and then 
stimulated with TNF-α (100 ng/ml) for 2 h. The expressions of mRNA for TSLP (A) and filaggrin 
(C) were determined. Cytotoxic effects of NiCl2 and DMOG were evaluated by MTT assay (B). 
(D) HaCaT cells were pretreated with DMOG at the indicated concentrations for 8 h and then 
stimulated by TNF-α (100 ng/ml) for 2 h. Data are indicated as means ± SEM from 3 samples. 
Statistical significance: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs. corresponding TNF-α only. # p 




5-5. 低酸素環境および擬似低酸素誘導剤による低酸素誘導因子 HIF-1α およ
び HIF-2α protein への効果 
 低酸素環境および擬似低酸素誘導剤が PHD を阻害していることを確認するために、
PHD の下流に存在する HIF-1α および HIF-2α タンパクに着目し、それぞれの抗体を
用いて、Western blotting 法により解析した。その結果、HaCaT 細胞を低酸素条件下ま
たは NiCl2 および CoCl2 の存在下で 8 時間処理すると、HIF-1α および HIF-2α のタ




Figure 5. Hypoxia, NiCl2 and CoCl2 increased levels of HIF-1α and HIF-2α proteins.  
HaCaT cells were treated with hypoxia (1% O2), NiCl2 and CoCl2 (1 mM) for 8 h. The expression 




5-6. 低酸素環境および擬似低酸素誘導剤による TSLP 発現抑制作用に対する
低酸素誘導因子 HIF-1α および HIF-2α の寄与 
 次に HIF-1 inhibitor と HIF-2 antagonist を用いて、低酸素条件下における TSLP 発
現の阻害に対する HIF-1 および HIF-2 タンパク質の役割を解析した。低酸素環境 (Fig. 
6A)、NiCl2 (Fig. 6B) または CoCl2 (Fig. 6C) による TNF-α 刺激による TSLP 発現の阻
害は、HIF-1 inhibitor では回復しなかった。一方で、それらの効果はすべて、HIF-2 
antagonist によって回復した (Fig. 6A-C, right panel)。対照的に、NiCl2 誘導性 VEGF-A 
(Fig. 4D) および filaggrin (Fig. 4E) の発現は、それぞれ HIF-1 inhibitor および HIF-2 
antagonist によって有意に阻害された。HIF-1 inhibitor と HIF-2 antagonist は低酸素誘導
性の HRE 活性を阻害し相加効果を示した (Fig. 4F)。NiCl2 および CoCl2 誘導性の 
HRE 活性もまた HIF-2 antagonist によって有意に阻害された (Fig. 4G)。これらの結果
より、低酸素環境および擬似低酸素誘導剤 (NiCl2 and CoCl2) による TSLP の発現抑制






Figure 6. Hypoxia and hypoxia- mimicking conditions inhibit TNF-α-induced TSLP expres-
sion via HIF-2α but not HIF-1α expression. 
(A to E) HaCaT cells were pretreated by HIF-1α inhibitor (10 µM) and HIF-2α antagonist (100 
µM) in normoxic and hypoxic condition (1% O2) (A) or with 1 mM NiCl2 (B) and 1 mM CoCl2 
(C) for 8 h and stimulated by TNF-α (100 ng/ml) for 2 h. TSLP mRNA levels were determined. 
(D and E) HaCaT cells treated by NiCl2 (1 mM) and HIF-1α inhibitor (10 µM) (D) or HIF-2α 
antagonist (100 µM) (E) for 10 h. The levels of mRNA for TSLP (A to C), VEGF-A (D) and 
filaggrin (E) were determined. (F and G) HaCaT cells were transiently transfected with HRE 
luciferase reporter constructs, and 24 h later, incubated in normoxia and hypoxia (1% O2) for 8 h 
(F) or treated with 1 mM NiCl2 and 1 mM CoCl2 for 8 h (G) in the presence or absence of HIF-
1α inhibitor (10 µM) and HIF-2α antagonist (100 µM). Firefly luciferase activity was normalized 
to Renilla luciferase activity. Data are indicated as means ± SEM from 3 or 4 samples. Statistical 




5-7. TNF-α 刺激による TSLP 発現に対する高濃度 HIF-1α 阻害薬の効果 
 擬似低酸素誘導剤による HIF-1α が TSLP 発現に及ぼす影響について、Fig. 6 より
も高濃度の HIF-1α 阻害剤を用いて解析した。その結果、HIF-1 阻害剤は高濃度でも 




Figure 7. Effects of HIF-1α inhibitor at higher concentrations on TNF-α-induced TSLP 
expression. 
HaCaT cells were pretreated with HIF-1α inhibitor (25 µM, 50 µM) and NiCl2 (1 mM) for 8 h 




5-8. TNF-α 刺激による TSLP 活性に対する DMOG の効果 
 次に HIF-2 が HRE への結合を介してその抑制効果を発揮するかどうかを検討した。
HRE レポータープラスミドを用いたレポーターアッセイにおいて、DMOG が NiCl2 よ
りも強力にプロモーター活性を増加させることを示した (Fig. 8B) から、以下の実験で
は DMOG は以下の実験で使用した。TSLP 遺伝子のプロモーター領域 (-4012 から 
+185 bp) において、TSLP の発現に重要な役割を果たす 4 個の NF-κB 結合部位 (N1-
N4) [18, 19] および 3 個のネガティブ HRE コンセンサス部位が同定された。HIF-2 が 
HRE への結合を介して TSLP 発現を抑制したかどうかを判定するために、NF-κB 結合
部位または推定上の HRE 部位を欠損した 4 個のレポータープラスミドを作製した 
(Fig. 8A)。TSLP の発現と一致するように (Fig. 4)、DMOG は -4102 から +185 bp 領域
の TSLP プロモーター活性を抑制した (Fig. 8C)。N4 および N3 の削除 (Fig. 8D およ
び E)、および -3214 から -1330 bp の HRE の欠損 (Fig. 8F) は、DMOG の効果に影
響を与えなかった。しかしながら、DMOG は、-71 から +185 bp (-4102 から -72 bp) 領
域が欠損された時のレポーター活性を抑制しなかった (Fig. 8G)。以上の結果より、HIF-
2α による TSLP プロモーター活性の抑制作用が HRE を含む可能性のある -71 から 









Figure 8. The region -71 and +185 bp of TSLP promoter is involved in DMOG-induced re-
pression of TSLP expression. 
(A) Schematic diagram of TSLP reporter plasmid used in this study. HRE: putative hypoxia 
responsive element, N1 to N4: NF-κB binding sites, Luc: Luciferase. (B) HaCaT cells were 
transiently transfected with HRE luciferase reporter constructs, and 24 h later, stimulated with 
NiCl2 and DMOG (1 mM) for 8 h. Firefly luciferase activity was normalized to Renilla luciferase 
activity. (C-G) HaCaT cells were transiently transfected with TSLP promoter luciferase reporter 
constructs indicated in A. Twenty four hours later, the cells were treated for 8 h with DMOG (1 
mM) and then stimulated with TNF-α (100 ng/ml) for 8 h. Firefly luciferase activity was 
normalized to Renilla luciferase activity. Data are indicated as means ± SEM from 3 or 4 samples. 
Statistical significance: * p < 0.05 vs. corresponding TNF-α control, N.S.: Not significant. (H) 
The -71 to +185 bp region in the TSLP promoter sequence. Putative HRE site, 5′-GACATG-3′, is 




5-9. 空気嚢型炎症モデルにおける TSLP 発現に対する DMOG の効果 
 マウスにおいても擬似低酸素処置することにより、TSLP 発現を阻害するかどうかを
確認するために、ICR マウスを用いて LPS 刺激空気嚢型炎症モデルを用いて検討した。
LPS 刺激による白血球浸潤数および TSLP 発現に着目し、それぞれをセルカウントお
よび Quantitative real time PCR 法により解析した。その結果、DMOG は白血球浸潤数




Figure 9. DMOG inhibits LPS-induced TSLP expression in a mouse air-pouch-type 
inflammation model. 
LPS (10 ng/ml) and DMOG (300 µM) in 2 ml of a sterile solution of 2% (w/v) CMC-Na was 
injected into the mice air-pouch-type. The number of leukocytes (A) in the pouch fluid samples 
and the levels of TSLP (B) in the pouch wall tissues collected 8 h after the injection were 
determined. Data are indicated as means ± SEM form 4 mice per group. Statistical significance: 





 本研究により、ヒト表皮ケラチノサイト由来細胞株 HaCaT 細胞において、低酸素環
境および擬似低酸素誘導剤が TNF-α 刺激による TSLP 発現を選択的に抑制すること
を発見した。また、マウス表皮ケラチノサイト由来細胞株 PAM212 細胞において、擬
似低酸素誘導剤が TNF-α 刺激による TSLP 発現および産生を抑制することを発見し
た。本研究結果はまた、HIF-1α ではなく HIF-2α が HRE 部位への結合を介して TSLP 
の発現を阻害することを示唆した。さらに ICR マウスを用いた空気嚢型炎症モデルに
おいて、擬似低酸素誘導剤が LPS 刺激による TSLP 発現を抑制することも確認した。 
 
・低酸素環境による TSLP 発現への影響 
 第一にヒト表皮ケラチノサイト細胞株 HaCaT 細胞を 8 時間低酸素処置することに
より、TNF-α 刺激による TSLP 発現が抑制されたが、一方で TNF-α、IL-6、IL-8、MCP-
1、VEGF-A のタンパク発現を抑制せず、低酸素環境では TSLP の発現のみを選択的に
抑制することを見出した (Fig. 1)。また、HaCaT 細胞を擬似低酸素誘導剤の DMOG と
塩化ニッケルや塩化コバルトで処置することにより TSLP の発現が抑制され、さらに
同様の結果が PAM212 細胞でも得られた。このことから、低酸素処置による TSLP の
発現抑制作用は HaCaT 細胞特異的な反応ではないことが示唆された。さらに、ICR マ
ウスを DMOG で処置することにより、TSLP の発現が抑制されたことより、DMOG に
よる TSLP 発現阻害作用は in vivo においても観察されることが確認された。本研究に
おいてプロリン水酸化酵素 (PHD) 阻害薬として塩化コバルト、塩化ニッケル、DMOG 
を使用した。プロリン水酸化酵素 (PHD) は通常細胞質に存在し、酸素分子を利用する
ことで転写因子 HIF-α のプロリン残基を水酸化し、HIF-α のタンパク発現を負に制御
する [28]。PHD の補因子として酸素分子 (O2)、二価鉄イオン (Fe2+)、アスコルビン酸、






バルトイオンが細胞内へ進入すると活性酸素 (ROS) を産生し、二価鉄イオン (Fe2+) を
三価鉄イオン (Fe3+) に酸化することで PHD を阻害する。また、ニッケルイオンとコ
バルトイオンは細胞内へのアスコルビン酸の取り込みを阻害することによっても PHD 
活性を阻害する [27]。さらに、コバルトイオンについては HIF-α の水酸化部位に結合
することで、HIF-α が安定化することも報告されている [35]。DMOG、塩化ニッケルや
塩化コバルトのような作用機構が異なる擬似低酸素誘導剤でも共通して TNF-α 刺激
誘導性 TSLP 発現を選択的に抑制したことから、低酸素処置による TSLP 発現の抑制
機構に PHD が関与することが示唆された (Fig. 2-4)。 
 
・低酸素誘導因子 HIF-1α と HIF-2α による正と負の遺伝子発現制御 
 HIF には HIF-1α と HIF-2α が存在するが、これら 2 つの転写因子は同様に PHD-
プロテアソーム系で分解される [29]。また、HIF-1α と HIF-2α には構造上の違いが存
在し、HIF-1α は 826 アミノ酸残基からなり、HIF-2α は 870 アミノ酸残基からなる。
主なドメインはDNAの結合に関与する basic Helix-Loop-Helix (bHLH) ドメイン、ARNT 
の結合に関与する Per-AHR-ARNT-Sim (PAS) ドメイン、Oxygen Dependent Degradation 
(ODD) ドメインそして Transactivation (TAD) ドメインからなる。HIF-1α と HIF-2α は
DNA そして ARNT 結合ドメインにおける相同性は 90% 以上と高く、対照的に TAD 
の C 末端の相同性は 42% しかない。PHD による水酸化は HIF-1α の 402 番目と 
564 番目のプロリン残基で起こり、一方で HIF-2α では 405 番目と 531 番目のプロリ






や血管異常を起こすことが報告されている [37]。また、 HIF-1α と HIF-2α には異なる
生理機能があることが示唆されている [36]。例えば、HIF-1α は特異的にヘキソキナー
ゼやアルドラーゼそしてグルコホスファターゼなどの解糖系遺伝子の発現に関与する 
[37]。一方で HIF-2α は特異的にエリスロポエチン (EPO) やプラスミノーゲン活性化
抑制因子 (PAI-1) などの血液系に作用するような遺伝子の発現に関与する [29]。そし
て HIF-1α と HIF-2α の共通の遺伝子として、Filaggrin、VEGF および IL-6 等が報告
されている [37]。また、HIF-1α と HIF-2α が互いに発現を制御する遺伝子も存在する。
HIF-1α が c-Myc、mTOR、β-catenin に発現に対して抑制的に働くのに対し、HIF-2α は
これらの遺伝子発現に対して促進的に働く報告もある [36]。これらのことより、HIF-1α 
と HIF-2α が異なる作用を発現するのは、標的遺伝子とアイソフォームの組織特異的発
現に依存する可能性がある [36]。本研究では、HIF 阻害剤として、HIF-1α inhibitor の 
PX-478 と  HIF-2α antagonist の  N-(3-Chloro-5-fluorophenyl)-4-




害薬で、HIF-2α PAS-B の内部に結合することで、HIF-2α PAS-B のコンホメーションを
変化させる。その結果、HIF-2α と ARNT のヘテロ二量体化を阻害することで、HIF-2α 
の機能を抑制する [39]。本研究では、これら 2 種類の HIF 阻害剤を使用することによ
り、HIF-2α が主に低酸素環境および擬似低酸素誘導剤による TSLP 発現抑制機構に重





これは siRNA 処置によって HIF-2α の発現がベースレベルまでしか減少しなかった
ためだと考えられる (data not shown)。またヒトケラチノサイトにおける UVB 刺激誘
導性 TSLP 発現の誘導機構に HIF-1α が関与することが報告されていて [40]、このこ
とから、HIF-1α と HIF-2α は TSLP の発現に対して相互に発現を制御している可能性
がある。 
 他の研究では HIF-1α および HIF-2α は上皮細胞において Fas 関連死ドメインタン
パク (FADD) [41]、嚢胞性線維症膜コンダクタンス制御因子 [42]、ヌクレオシド輸送体 
2 [43]、内皮細胞および乳がん細胞株の MCF-7 細胞における組織因子経路阻害剤 
(TFPI) 発現を負に制御する [32、44]。負の制御は特定の HRE、例えば HIF-1α は 5’-
GACATG-3’ [31] および HIF-2α は 5’-AAACAGGA-3’ [32] 配列を含む領域への結合を
介して起こる。ヒト TSLP プロモーター領域では、5’-GACATG-3’ 配列は -2389 to -2384 
bp および -62 to -57 bp の領域に位置している。一方、5’-AAACAGGA-3’ 配列は、-3144 
to -3137 bp の領域に位置している。しかし、本研究により低酸素刺激により安定化した 
HIF-2α は TSLP プロモーター領域 -62 to -57 bp の領域に存在する HRE へ結合する
ことが示唆された。そのため、その領域の HRE へ HIF-2α のみが結合するのか、ある
いは HIF-1α と HIF-2α の両方が結合するのかは、今後の課題である。 
 
・PHD 阻害薬の開発に向けて 
プロリン水酸化酵素 (PHD) は低酸素誘導因子 HIF-2α の発現を制御している。一方
で本研究により、HIF-2α は TSLP の発現を制御していることを明らかにした。このこ
とから、PHD がアトピー性皮膚炎の新規の治療ターゲットとなり得ることが考えられ
る。すなわち、表皮における PHD 阻害薬を開発することにより、表皮における HIF-




PHD 阻害薬の開発状況としてダプロデュスタット (GSK1278863) が慢性腎臓病の貧







パク Filaggrin の発現が低下し、TSLP 産生が増強され、炎症・アレルギー反応がより
増悪化していくと考えられるため、今後は表皮組織における低酸素環境という生理的意
義の解明が求められる。また、本研究では PHD および HIF-2α が TSLP の発現制御機
構に重要であることが示唆され、さらには TSLP のプロモーター上流に HRE の存在
が考えられたため (Fig. 10)、これらに対してアプローチする、すなわち PHD 阻害薬を
開発することにより、1 個の薬で TSLP および Filaggrin を標的とした治療への応用に
つなげることができると考えられる。今後、アトピー性皮膚炎や喘息などのアレルギー
性疾患や乾癬などの皮膚疾患における TSLP および Filaggrin の寄与がさらに明らか
にされることが必須である。そして本研究が前述のような TSLP 関連疾患の病態解明






Figure 10. Inhibition mechanism of TSLP expression by hypoxic environment and hypoxia 
mimics. 
Hypoxia and hypoxia mimics such as DMOG, CoCl2 and NiCl2 also suppressed TNF-α induced 
TSLP expression. As a result of HIF-α inhibitor and antagonist, HIF-2α but not HIF-1α is involved 
in the suppression mechanism of TNF-α-induced TSLP expression by hypoxia and hypoxia 
mimics. In addition to HIF-2α, it is suggested there is HIF-2α bind to HRE that suppresses TSLP 
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